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Een cel is de structurele en functionele basiseenheid van levende organismen. Zo'n 
cel heeft een complexe structuur en is opgebouwd uit verschillende soorten 
biomoleculen. Structureel gezien bestaat het uit een gel-achtig cytoplasma, 
omgeven door een membraan die de cel beschermt tegen de externe omgeving. 
Deze celmembraan is semipermeabel of selectief permeabel, wat betekent dat het 
alleen specifieke moleculen laat passeren door middel van diffusie. 
 De celmembraan is opgebouwd uit twee typen bouwstenen, fosfolipiden en 
eiwitten (membraaneiwitten). De fosfolipiden hebben een wateraantrekkende 
hoofdgroep en een koolstofketen als staart die waterafstotend is. Deze fosfolipiden 
vormen twee lagen met de waterafstotende staarten naar elkaar gericht en de 
wateraantrekkende hoofdgroepen aan de uiterste einden. Deze structuur wordt een 
lipide bilaag genoemd. 
 De celmembraaneiwitten zijn de controleurs van de cel die controleren en 
bepalen wat er de cel in en uit gaat. Deze eiwitten zijn erg belangrijk en voeren een 
variatie aan fysiologische functies uit, waaronder de opname van voedingsstoffen, 
het uitscheiden van afvalstoffen en communicatie, zowel binnen de cel als tussen 
cellen. Om in al deze functies te kunnen voorzien zijn er veel verschillende typen 
membraaneiwitten nodig, bijvoorbeeld transporteiwitten die selectief moleculen de 
cel binnen laten gaan of laten verlaten. Deze transporteiwitten kunnen als 
doelwitten gebruikt worden om schadelijke bacteriën uit te schakelen. 
Membraaneiwitten hebben een lage natuurlijke concentratie en zijn relatief 
moeilijk te behandelen vanwege hun hydrofobe karakter. 
 Om meer te weten te komen over membraaneiwitten en ze in detail te 
kunnen bestuderen, hebben we een bepaalde hoeveelheid van deze 
membraaneiwitten nodig, zodat we daarmee hun structuur-functie relatie kunnen 
bestuderen. Hoofdstuk 2 van dit proefschrift behandelt een methode voor de 
productie van correct gevouwen en functionele membraaneiwitten in een 
gastbacterie met bepaalde mutaties. Deze methode maakt gebruikt van GFP 
(“green fluorescent protein”) als een indicator voor de vouwing van het 
membraaneiwit en ErmC (gen voor de antibiotische resistentie tegen erythromycin) 
als een indicator voor de toename in de productie van het membraaneiwit. De twee 
genen zijn gefuseerd met een specifiek membraaneiwit en de genproducten van 
deze genen worden tegelijkertijd met het membraaneiwit geproduceerd. De 
aanwezigheid van groene fluorescentie (in hele bacteriecellen en in eiwitgelen) 
geeft aan dat er functionele membraaneiwitten zijn geproduceerd, terwijl de 
resistentie tegen het antibioticum erythromycin correleert met de hoeveelheid 
membraaneiwit die is geproduceerd. Door gebruikt te maken van deze methode kan 
de efficiëntie van membraaneiwitproductie in elke celstam bepaald worden. Op 
deze manier hebben we enkele stammen (genaamd NG stammen) geselecteerd die 
beschikken over een hoge en functionele membraaneiwitproductie. Sequencing van  
het gehele genoom van deze NG stammen wees uit dat er op de een of andere 
manier mutaties in het genotype van deze stammen zijn geïntroduceerd. 
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 Een cel bevat een zeer groot aantal verschillende eiwitten. Om één van 
deze eiwitten  en zijn functies te kunnen bestuderen, moeten we het gescheiden van 
alle andere eiwitten onderzoeken. Vandaag de dag zijn er verscheidene technieken 
ontwikkeld voor de in vitro karakterisatie van membraaneiwitten. Hoofdstuk 3 van 
dit proefschrift beschrijft een systeem om de functies van het membraaneiwit ProU 
in vitro te bestuderen nadat het is gezuiverd uit de membraan. ProU is een ABC-
transporter die ATP gebruikt als energiebron. Om functionele studies aan 
membraaneiwitten uit te kunnen voeren is er een artificiëel membraan systeem 
nodig om het membraaneiwit in te integreren alsof het zich in een natuurlijke 
omgeving bevindt. In dit geval worden liposomen als artificiële membraansysteem 
gebruikt. Nadat het membraaneiwit in deze liposomen is geïntegreerd, worden ze 
proteoliposomen genoemd. ProU bestaat uit een gedeelte dat in de membraan zit en 
dit wordt het transmembrane domein genoemd. Dit domein is verbonden met het 
gedeelte dat zich in het cytoplasma bevindt, te weten het nucleotide-bindende 
ATPase domein. Aan de andere kant van het membraan heeft het ook een domein 
dat het substraat bindt en dit wordt het substraat-bindende eiwit genoemd. Dit 
substraat-bindende eiwit werd zo gemodificeerd dat het geproduceerd werd met 
een lipide anker, wat het mogelijk maakt dit domein aan de liposomen te 
bevestigen. De activiteit van het eiwit werd bepaald in hele cellen en in de 
proteoliposomen, gebruik makend van ATP als energiebron en glycine betaine als 
substraat. Zowel in de hele cellen als in het artificiële membraan systeem bleek 
ProU functioneel te zijn en actief onder hyperosmotische condities. 
 Alle eiwitten bestaan uit aminozuren die met elkaar verbonden zijn door 
middel van een bepaalde binding, te weten de peptidenbinding. Alle aminozuren 
hebben dezelfde basisstructuur, maar verschillende zijketens met karakteristieke 
chemische eigenschappen. Combinaties van deze eigenschappen leiden tot de 
bepaalde karakteristieke eigenschappen van een eiwit. De interacties tussen de 
aminozuren in een eiwit bepalen de structuur van het eiwit. Veranderingen in de 
aminozuren kunnen resulteren in veranderingen in de chemische interactie tussen 
aminozuren, wat de activiteit van het eiwit kan beïnvloeden. 
 Hoofdstuk 4 van dit proefschrift behandelt de karakterisatie van een helix 
(de amfipathische α-helix) die aanwezig is aan het begin van de aminozuurketen 
van de ABC-transporter OpuA. Deze helix is niet aanwezig in vele andere OpuA-
achtige eiwitten waaronder ProU. We hebben de helix bestudeerd door gebruik te 
maken van verscheidene strategieën waaronder gedeeltelijke of volledige 
verwijdering van de helix, substitutie van enkele aminozuren en het veranderen van 
de positie van aminozuren. Echter, in alle gevallen was het eiwit niet functioneel, 
wat laat zien dat deze helix erg belangrijk is en dat de aanwezigheid ervan 
misschien wel bevorderlijk is voor het transport wat door OpuA wordt uitgevoerd. 
Hoofdstuk 5 van het proefschrift is gebaseerd op enkele experimenten voor het 
bepalen van mogelijke interacties tussen deze amfipathische α-helix en het 
nucleotide bindende ATPase domein in het cytoplasma. 
  
   
